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(54)TlUc: MOLECULE FRAGMENTS (PEPTIDES) OF THE MAIN ALLERGENS CONTAINED IN THE POLLEN OF 
TREES OF THE FAGALES ORDER 

(54)Bezeichntiig: MOLEKOLFRAGMENTE (PEPTIDE) DER HAUPTALLERGENE DER POLLEN VON BAUMEN 
DER ORDNUNG FAGALES 

(57) Abstract 

The invention concerns the T-cell epitope of a 17 kD protein present as the main allergen contained in the pollen of trees 
of the Fagales order, in particular birches, hazels and alders, or generated by genetic engineering as a recombinant protein. Be- 
cause of the high degree of affinity between said trees, their respective 17 kD proteins are also highly homologous. These proteins 
are designed as Bet v T, Cor a I and Aln g I iri'the international literature and cause tree pollen allergies in predisposed persons 
(allergic patients). The peptides derived from the main allergens (major allergens), in particular Bet v I. are suitable for diagnos- 
ing tree pollen allergy and are capable of stimulating (causing the proliferation, the cytokine production) or blocking T-cells of 
the patients in vitro and in vivo in an allergen-specific manner, or to provoke tolerance to the aliergeti'spectfic T-oell«; 

(57) Zusammenfassnog 

Die Erfindung bezieht sich auf T Zell Epitope eines 17 kD Proteins, das als Hauptallergen der Baumpollen dcr Order Fa- 
gales, insbesondere Birke, Hasel und Erie in der Natur vorkommt odcr auf geniechnologischem Wcge als rekombinantes Protein 
erzeugt wird. Aufgrund dcr nahen Vcrwandtschaft der genannten Baume bestehl eine hohe Homologie auch der jeweiligen 17 kD 
Proteine, die geraaS der intemationalen Literatur als Bet v 1. Cor a I und Aln g I bezeichnet werden und in disponiertcn Personen 
(Allergikcm) Baumpollenallergien hervorrufen. Die von den Hauptallergcncn (major allergens), insbesondere Bet v I abgeleiteten 
Peptide eignen sich fur die Diagnose der BaumpoUenallergie und sind imstande T Zellen der Patienten in vitro wie in vivo aller- 
gen-spezifisch zu stimulicren (Proliferation, Zytokinproduktion) oder zu blockieren bzw. zu einer Toleranz der allergcnspczifi- 
schen T Zellen zu fflhren. 
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IVfolekulfragmente (Peptide^ der HaiiPtaUergene der Pollen von Baiimen der 

Qrdnung Fa^ales 

5 1. Gegenstand der Erfindung 

Die Erfindung bezieht sich auf Molekulfragmcnte (Peptide) der Hauptallergene 
der Pollen von Baumen der Ordnung Fagales, insbesondere von Birken, Hasein und 
Erlen. Im speziellen bezieht sich die Erfindung auf von Baumpollen-Allergenen 
10 abgeleitete Peptidsequenzen. die im Rahmen der paihologischen Immunantwort fiir 
die QberschieUende IgE Antikorperproduktion der Baumpollenailergiker 
veraniwortlich zu machen sind. Diese Peptide konnen sowohl innerhalb eincr 
verbesserten Allergiediagnostik als auch in vitro und in vivo zur Induktion einer 
Immuntoleranz bzw. Anergic von ailergenspeziflschen T Zellen Verwendung finden, 

15 

2. Umfeld der Erfindung 

Epidemiologische Studien zeigen, dafl in den wesllichen Industrielandem eine 
siandige Zunahme von Typ I Allergien (allergische Rhinitis, allergische 

20 Conjunctivitis, allergisches Asthma) zu beobachten isl (1,2). Insbesonders kommt es 
durch den Pollenflug im Fruhling und Fruhsommer in den Landern der nordlichen 
Hemisphare zu den genannten IgE-bedingten Erkrankungen. Proteine von Pollen der 
Baume der Order Fagales, speziell von Pollen der Birke, der Hasel, der Erie, der 
Hainbuche, der Eiche und der Edelkastanie konnen im Fruhjahr fur das Auftreten der 

25 genannten Allergien veraniwortlich gemacht werden (3). Wenigstens 30-40% der 
Pollenallergien sind durch diese Pollenallergene hervorgenifen. Diese Allergien 
werden durch IgE Antikorper ausgelost, die Effektorzellen (Mastzellen der 
Schleimhaute und des Bindegewebes, basophile Granulozyten des Blutes) besetzen 
und bei Verbindung mit Pollenallergen zu einer Freiseizung von Entziindungsstoffen 

30 fuhren (4). Die Bildung solcher IgE Antikorper erfolgt durch B Lymphozyten, die in 
Kooperation mit T Lymphozyten iiber deren losliche Faktoren bzw. Zellkontakte 
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stimuliert werden (5). Am Beginn dieser Immunaniwort stehen 
allergenprasentierende Zellen (Monozyten, Makrophagen, Dendritenzellen etc.), die 
die Allergene aufnehmen, intrazeJIuIar verarbeiten, urn sie dann in Form von 
hochimmiinogenen Pepliden zusammen mit Molekulen des 
5 Haupthistokompalibilitatskomplexes (MHC) T Lymphozyten darzubieten (6). 
Demnach spielen T Zellen innerhalb der IgE Antwort eine ganz bedeutende RoUe, da 
sie in allergenspeziflscher Weise sowohl durch Zellkontakt als auch durch die 
Produktion von Zytokinen zur Aktivierung der B Lymphozyten fuhren und die 
uberschieflende IgE Produktion der B Zellen, bzw. der sich aus diesen entwickelnden 

10 Plasmazellen einleiten. 

Unter Verwendung von Pollenextrakten und gereinigten Allergenen sind in den 
letzten Jahren zahlreiche Teste fur die Diagnose IgE bedingier Allergien entwickelt 
worden. Diese Testsysteme umfassen RIA (Radioimmunassay). IRMA 
(Immunradiometrische Assay), ELISA (Enzyme-linked immunosorbent Assay) LIA 

15 (luminescence immunoassay), Immunoblots, Histamine-release-assay, T Zell 
Proliferationsassay und andere. Durch den Einsau von allergenabgeleitetcn 
gentcchnologisch hergesiellten oder synlhetisierten Peptiden, die T Zell 
Erkennungsarealen entsprechen, kann in Zukunft sicherlich eine Verbcsscrung der 
genannten Testsysteme erreicht werden. 

20 Seit Jahrzehnten werden IgE bedingte Allergien, insbesondere Pollenallergien 
durch die sogenannte Hyposensibilisierung therapiert (7). Diese Therapie besteht in 
der Zufuhr von Allergenexirakten in Form von Injektionen oder peroraler 
Applikation in wassriger Form als Tropfen oder als Nasenspray bzw. Augentropfen, 
in steigender Dosierung bis zur Erreichung einer Erhaltungsdosis iiber mehrer Jahre. 

25 Effekte dieser Immuntherapie sind das Erreichen einer Toleranz gegeniiber den 
eingesetzten Allergenen, was sich klinisch in einer deutlichen Abnahme der 
angefiihrten Krankheilssymptome bzw. in einer vollkommenen Symplomlosigkeit 
auBert (8). Da derzeit bei dieser Art der Behandlung immunogene 
Allergenpraparaiionen eingesetzt werden, sind Nebenwirkungen sehr haufig zu 

30 beobachten. Bei Einsaiz von allergenabgeleiteien, aber nichtanaphylaktisch 
wirkenden Peptiden, konnien risikolos hohere Dosen gegeben und damit eine 
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wesentliche Verbesserung der Hyposensibilisierung erreicht werden. Weiters 
bestehen aufgrund unserer Untersuchungen deutliche Hinweise fur spezielle T Zell 
Bindungsarcale auf AUergenen, sogenannte Epitope, die einerseits die Fahigkeit 
besiizen T Lymphozyten zu stimulieren und zur Proliferation anzuregen (siehe 
5 Tabelle 1, in welcher ein Beispiel fiir T Zellklonreaktivitat fur die einzelnen Peptide 
angefuhrt ist), andererseits - in hohen Dosen - diese Zellen auch in einen Zustand der 
Toleranz bzw. Nicht-Reaktivitat (Anergic) zu versetzen (9). 

Die vorliegende Erfindung betrifft somit allergenabgeleiteie Peptidsequenzen 
von Bet v 1, dem Hauptallergen von Birkenpollen, welche die Fahigkeit haben 

10 Bet V I spezifische T Zellen bzw. Zellklone von Birkenpollen- Allergikern in der oben 
genannten An zu beeinfluBen. Aufgrund der hohen Homologie der "major allergens" 
Bet V I, Cor a I und Aln g I (10) sind die genannten Peptide weiters in der Lage in 
gleicher Weise T Zellen bzw. ZellkJone von Patienten, die auf Hasel- odcr 
Erienpollen oder Pollen von anderen Baumen der Order Fagales reagieren, in der 

IS oben genannten Weise zu beeinfluflen (siehe Tabelle 1, welche ein Beispiel fur die 
Kreuzreaktivitat der entsprechenden T Zellklone beziiglich der Allergene Bet v I, 
Cor a I und Aln g I wiedergibt). Das bedeutet, dafi eine Therapie mit solchen, 
aufgrund einer Homologie iiber 75%, kreuzreaktiven Peptiden geeignet ist eine 
Toleranz in Baumpoilenallergikern zu erzeugen. 

20 

Tabelle 1: Kreuzreaktivitat Bet v I-spezifischer Zellklone mit Cor a I und 
Alng 1 



25 



KLON 


HC26 


SS6 


DF16 


HC5 


FS5 


AS27 


BE15 


NEGKO 


0,5 


0,5 


0.4 


0,2 


0.03 


0.1 


0.06 


BET V I nat 


11.9 


9,03 


32.2 


90,4 


1,43 


5.7 


66,8 


BET V I rec 


6.5 


5,77 


30 


87,7 


5.24 


4.5 


75,7 


COR a I 


ND 


12.6 


23.1 


57,4 


ND 


10.4 


65,9 


ALNgI 


ND 


9,46 


9.2 


28.5 


ND 


9.3 


28,7 
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Werte sind cpm (counts per minute) x 1000 
ND: Experiment nicht durchgefuhrt 

3. Beispiele 

5 

3 1. Primarantwort der T-Lvmnhozvten von Birk enpoUenallergikem: 
Blutabnahme erfolgte bei atopischen Patienien (typische Anamnese fur eine 
BirkenpoUenallergie, positiver Haultest mit BirkenpoUenallergenen, RAST-Klasse 
3-5 mit BirkenpoUenallergenen). Die Gewinnung von mononuklearen Leukozyten 
10 (PBMC) aus heparinisiertem Blut erfogie mittels Gradientenzentrifugation (Ficoil). 
Lymphozytenaktivierung wurde fogendermaflen durchgefuhrt: Ansatz von 100.000 
Zellcn/Napf in 96-napfigcn Kulturplatten mit verschiedenen Bet v I Konzentrationen 
(zwischen 50 und 5 ug/ml). 5 Tage spater Zugabe von 3H-Thymidin fur weitere 12 
Slunden, dann Auswertung der Lymphozytentransformation. 

15 

3.2. Allgenspezifische T Tellinien: 

500.000 PBMC wurden anschlieUend in 2 ml Medium (24-napfige Kulturplatte) 
in Anwesenheit von Bet v I in optimaler Konzentration (im obcngcnannten 
Vorversuch bei jedem einzelnen Patienten ermitlelt) kultiviert. Die stimulierbaren 

20T-Zellen (mit Bet v I Spezifitat) exprimierten vermehrt Interleukin-2 (IL-l ) 
Rezeptoren an ihrer Oberflache und beganncn sich zu Blasten zu transformiercn und 
zu teilen. Diese Blastentransformation wurde nach 5 Tagen durch die Zugabe von 
IL-2 unterstutzt. Nach 10-14 Tagen dominierten Bel v I speziflsche Zellen in der 
Kultur. Diese wurden dann nach einem "limiting dilution" Verfahren auf 0,3 Zellen 

25 pro Napf in Anwesenheit von 100.000 bestrahlten PBMC als "feeder-Zellen" in 
96-napfigen Platten auskloniert. Wachsende Kulturen wurden expandiert» auf ihrc 
Spezifitat uberpriift. mittels Durchfluflzytometrie (FACScan) phanotypisierc und dann 
den geplanien Uniersuchungen zugefiihrt. 

30 3.3. Charakterisierune von T Zeliepitopen des Bet v T Molekuls: 
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Die Bindungsareale der Bet v I-spezifischen T Zellklone am Allergen wurden 
in Proliferationsversuchen (3H-ThymidinEinbau) durch die Zugabe von jeweils 
einem Peptid ermittelt. Zu diesem Zweck wurde die Reaklivitat auf Dodekapepdde 
getestet, die entsprechend der Aminosaurensequenz von Bet v I synihetisiert worden 
5 waren. Diese Peptide iiberspannten jeweils 10 gemeinsame Aminosauren und 
uberlappten mit den zwei in der Sequenz folgenden. Im einzelnen wurde so 
vorgegangen: im ersten Durchgang wurden jeweils 20.000 Zellen des Bet v I 
spezifischen Klons mit auloiogen bestrahlten PBMC (Antigen-prasentierende Zellen) 
und jeweils 1 ng Peptid der eingesetzten 75 Peptide pro Napf inkubiert. Als 

10 Positivkontrolle dienten gereinigte native und rekombinante Bet v I Molekule (2 
^g/Napf) sowie Werte einer maximalen T Zellstimulation durch die Kombination von 
Phytohamaglutinin A und IL-2. Als Negativkontrolle wurden Ansatze verwendet, die 
in den Napfen nur Klonzellen allein bzw. Klonzellen mit autologen bestrahlten feeder 
Zellen ohnc Zugabe von Antigen bzw. Peptid inkubiert worden waren. Jene Peptide, 

15 die eine starke Proliferation des Klons hervorriefen, wurden in einem zweiten 
Proliferationsversuch in dreifach-Ansatzen getestet, um die Spezifitat des Klons fur 
die entsprechende Aminosauresequenz zu sichem. 

Auf diese Weise wurden 30 Bet v I-speziflsche T Lymphozytenklone von 9 
Patienten gewonnen, das heiflt. daB von jedem Patienten mchrere Klone auf 

20 Peptidreaktivitat getestet werden konnten. Folgendc Peptide fuhrten zu einer 
Reaktivitat der als reprasentative Beispiele genannten T Zellklone (siehe Tabelle 2): 



25 



Aminosauren 

Position Bezeichnung 
in der Bet v I der Klone 
Sequenz: 



GVFNYETETTSVIPAA 



1 - 16 



HC26 



TTSVIPAARLFKAFIL 



9-26 



SS6 



DNLFPKVAPQAISSVE 



29-44 



SAZ53/III 



30 PQAISSVENIEGNG 



35-48 



HC3/III 
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5 DTLEKISNEIKIVATPDCj 
QSILKISNKYHTkciDH 8 
ETLLRAVESYLLAHSDAYN 1 



61 -76 DF16 

75-90 HC5 

84-97 FS5 

93-110 HC2/II1 

111-126 AS2 7 

141-159 BEI5 



15 



20 



25 



30 
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Intemationaler Ein-Buchsiaben-Kode fur Aminosauren: 
5 A: Alanin 

C: Cystein 

D: Asparaginsaure 

E: Glutaminsaure 

F: Phenylalanin 
10 G: Glycin 

H: Histidin 

I: Isoleucin 

K: Lysin 

L: Leucin 
15 M: Methionin 

N: Asparagin 

P: Prolin 

Q: Glutamin 

R: Arginin 
20 S: Serin 

T: Threonin 

V: Valin 

W: Tryptophan 

Y: Tyrosin 

25 



30 
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Patentanspruche 

5 1. Molekulfragmente (Peptide) der Hauptallergene der Pollen von Baumen der 
Ordnung Fagales insbesondere von Birken, Hasein und Erlen, dadurch 
gekennzeichnet. daU sie T Zellklone oder T Zellinien, die von gegen Pollen der 
Ordnung Fagales allergischen Patienten siammen. allergenspezifisch stimulieren oder 
blockieren, das heifit zur Toleranz (Anergie) dieser T Zellen fuhren, und wcnigstens 
10 eines der aus der folgenden Gruppe ausgewahlten Peptide: 

gvfnyetettsvipaa ; 

pqaissyeniegn6 
15 gfpfkyVkdrvdevdhI^ 
dhtnfkynysvieggp 

YSVlEGtiPIGDtLEKI ^ 
DTLEKI5NEIiayATPDG | 
GSIUCISNKYHTk^^ ^ 

20 etllhaVesyllahsdayn^ 

aufweisen, bzw. Peptide, die zu den genannten Peptiden kreuzreaktive 
Eigenschaften zeigen. 

2. Molekulfragmente nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl sie zu den 
25 angefuhrten Molekulfragmenien eine hohe Homoiogie, insbesondere Qber 75% 

besitzen. 

3. Molekulfragmente nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB sie zu den 
angefuhrten Peptiden eine hohe Homologie, insbesondere iiber 75%, besitzen, in 

30 vitro und in vivo zu einer T Zell Toleranz fuhren konnen und sich daher zur 
Diagnoslik und Therapie allergischer Erkrankungen eignen. 
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(57) Abstract 



The invention concerns the T-cell epitope of a 17 kD protein present as the main allergen contained in the pollen of trees 
of the Fagales order, in particular birches, hazels and alders, or generated by genetic engineering as a recombinant protein. Be- 
cause of the high degree of affinity between said trees, their respective 17 kD proteins are also highly homologous. These proteins 
are designed as Bet v I, Cor a I and Atn g I in the international literature and cause tree pollen allergies in predisposed persons 
(allergic patients). The peptides derived from the main allergens (major allergens), in particular Bet v I, are suitable for diagnos- 
ing tree pollen allergy and are capable of stimulating (causing the proliferation, the cytokine production) or blocking T-cells of 
the patients in vitro and in vivo in an allergen-specific manner, or to provoke tolerance to the allergen specific T-cells. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung bezieht sich auf T Zell Epitope eines 17 kD Proteins, das als Hauptallergen der Baumpollen der Order Fa- 
gales^ insbesondere Birke, Hascl und Erie in der Natur vorkommt Oder auf gentechnologischem Wege als rekombinantes Protein 
eaeugt wird. Aufgrund der nahen Verwandtschaft dergenannten Baume besieht eine hohe Homologie auch der jeweiligen 17 kD 
Proteine, die gemaR der intemationalen Literatur als Bet v I, Cor a 1 und Aln g I bezeichnet werden und in disponicrtcn Personcn 
(Allergikern) Baumpollenallergien hervorrufen. Die von den Hauptallergenen (major allergens), insbesondere Bet v I abgeleileten 
Peptide eignen sich fQr die Diagnose der Baumpollenallergie und sind imstande T Zellen der Patienten in vitro wie in vivo aller- 
gen-spezifisch zu stimulieren (Proliferation, Zytokinproduktion) oder zu blockieren bzw. zu einer Toleranz der allergenspezifi- 
schen T Zellen zu fuhren. 
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